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ABSTRACT. Insecticides toxicity profile in malathion susceptible and resistant 
strains of Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae). It is limited the 
number of permissible insecticides used in the control of stored grain pests. Since 
malathion has been registered for post harvest control in USA in 1958, other 
organophosphorus insecticides such as pirimiphos-methyl, fenitrothion, 
chlorpyriphos, metacriphos, and dichlorvos (DDVP) were intensively used. The 
pyrethroid deltamethrin formulated with piperonyl butoxide and the fumigants 
phosphine and methyl bromide have been used too. Development of resistance 
to pesticides is a serious obstacle to successful pest control. Some cases of 
resistance in stored grain pest were reported. Actually malathion resistance in 
Tribolium castaneum is known almost throughout the whole world. Resistance to 
malathion in Tribolium sp. and Sitophilus oryzae has been previously found in 
different localities of Argentine by the authors. In this work one of the Tribolium 
resistant strains, M.L., has been used to determine the toxicity characterization, 
of different insecticides, to analize the resistance reversion by synergist and to 
carry out preliminar studies about degradative metabolism of malathion. 


INTRODUCCION 


El número de plaguicidas permitidos para el control de plagas de granos alma- 
cenados, así como el rango de sus dosis, es limitado. El insecticida O.P. malatión fue 
registrado para el control de insectos postcosecha en los Estados Unidos en 1958 (Anó- 
nimo, 1958) y ha sido el primer insecticida residual para el tratamiento directo de 
granos almacenados desde ese momento. Otros insecticidas utilizados son los 
fosforados pirimifosmetilo, fenitrotión, clorpirifos, metacrifos y diclorvos (DDVP), el 
piretroide deltametrina sinergizado con butóxido de piperonilo, y los fumigantes 
fosfina y bromuro de metilo. 

Son numerosos los casos informados de ES plaga que desarrollan resis- 
tencia hacia los insecticidas utilizados para su control, habiéndose registrado resis- 
tencia a insecticidas en algunas de las plagas más comunes de productos almacena- 
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dos (Dyte & Blackman, 1970; Dyte et al., 1974). Actualmente se conoce resistencia a 
malatión en la mayoría de las cepas de Tribolium castaneum de todo el mundo (Champ 
& Dyte, 1976). 

En la Argentina, un relevamiento de estas plagas realizado por Picollo de Villar 
et al. (1985) demostró la aparición de focos de Tribolium sp. y Sitophilus oryzae resis- 
tentes a malatión en distintas partes del país. De las dos cepas de Tribolium sp. en- 
contradas, en este trabajo se utilizó la denominada M.L., para establecer el perfil de 
toxicidad a diferentes insecticidas, analizar el uso de sinergistas para revertir la resis- 
tencia y realizar un estudio preliminar del metabolismo degradativo del malatión. 


MATERIAL Y METODOS 


Material biológico. Se utilizó la cepa salvaje M.L. de Tribolium castaneum (Herbst) 
recogida en la provincia de Buenos Aires. La cepa de referencia pertenece a la colo- 
nia criada y mantenida en el insectario del CIPEIN. Dicha colonia se originó a partir 
de ejemplares sin historia de control químico, obtenidos de la Cátedra de Terapéuti- 
ca Vegetal de la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de La Plata (cepa 
susceptible U.L.P.). Todos los insectos fueron mantenidos en condiciones fijas de tem- 
peratura y humedad relativa ambiente (25° C y 70% de humedad relativa). Como re- 
cipientes de cría se utilizaron frascos de boca ancha cerrados con tapa metálica o tela 
fina. Los ejemplares se alimentaron con levadura, trigo molido y leche en polvo en 
una proporción 1:13:1. En los ensayos se utilizaron insectos adultos de 3-4 semanas 
de edad. 


Reactivos utilizados. Insecticidas. Malatión: S-1,2-di (etoxicarbonil) etil-0, 0- 
dimetil fosforoditioato obtenido de Cyanamid Argentina. 

Fenitrotión: 0,0 dimetil 0- (3 metil 4 nitrofenil) fosforotioato obtenido de 
Sumitomo Chemical de Japón. 

Deltametrina: (1R)-cis-3- (2,2-dibromo vinil)- 2,2 - dimetil-ciclopropano 
carboxilato de (S)-o-ciano-3-fenoxibencilo proveniente de Farquimia (Argentina). 

Pirimifosmetilo: 0-2 dietilamino-6-metil pirimidin-4 il dimetil fosforotioato ob- 
tenido de Duperial (Argentina). 

Fenotrín: Crisantemato de cis-trans (1R) 3-fenoxibencilo. 

T.P.P.: Trifenil fosfato de Aldrich (USA). 

Piperonil butóxido: 5 2- (2-butoxietoxi) etoximetil -6-propil- 1,3 benzodioxol 
proveniente de INC. (*C) malatión, S-1, 2-di (etoxicarbonil) etil 0,0 (*C)-dimetil 
fosforotidioato, 5,16 mCi/nmol 3,1 uml/mil obtenido de Patchfinder Laboratories Inc. 
(USA). 


Ensayos toxicológicos. El método utilizado para establecer el perfil de toxici- 
dad a diferentes insecticidas y sinergistas es una modificación del recomendado por 
la Organización para la Alimentación y la Agricultura (Método FAO N° 15, 1974). 
Este método consiste en impregnar discos de papel Whatman N° 1 de 7 cm de diá- 
metro con 0,5 ml de solución acetónica del insecticida. Se utilizaron anillos de vidrio 
de 5 cm de diámetro y 2,5 cm de altura para confinar los insectos a la superficie tra- 
tada, y con el fin de evitar posibles fugas se emplearon tapas de tela metálica. Al cabo 
del tiempo de exposición (24 horas) los insectos se trasladaron a frascos limpios y se 
mantuvieron a temperatura de cría hasta las 48 hs. (organofosforados) y 72 hs. 
(piretroides). 

El criterio de respuesta fue la caída del insecto (“knock down”) definida como 
su incapacidad para sostenerse y caminar. En los ensayos con sinergistas los discos 
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de papel de filtro se impregnaron con soluciones de malatión con T.P.P. en relación 
1:5 y de deltametrina con butóxido de piperonilo en relación 1:9. 

El cálculo de concentración letal para el 50% de la población se realizó median- 
te un programa de probabilidad estadística, con computadora Hewlett Packard H.P. 
85, basado en el método de Litchfield & Wilcoxon (1949). 


Metabolismo in vitro del “C malatión. Se homogeneizaron 30 insectos adul- 
tos de Tribolium castaneum susceptibles y resistentes en 2 ml de buffer fosfato 0,02 M 
pH 7,2 respectivamente, se filtraron con lana de vidrio y se dializaron con el buffer 
fosfato 0,02 pH 7,2 más E.D.T.A. (etilén diamino tetracético, 370 mg/l) durante 12 
horas. Los homogenatos fueron centrifugados a 10.000 g durante 10 minutos en cen- 
trifuga refrigerada Tomy Seiko modelo R-S 18 HI. Se colocaron 200 pl del homogenato 
mas 5 pl de “C malatión y se incubaron en un baño a 30° C durante 90 minutos. La 
reacción se detuvo con el agregado de 200 pl de etanol absoluto. Se tomaron 50 pl y 
se sembraron en una placa de silicagel (Merck 60 F254 0,25 mm). En la misma placa 
se sembró un estándar radiactivo de “C malatión. El sistema de solventes de corrida 
utilizado fue acetona: acético (200:1). Las placas fueron reveladas autorradiográfica- 


mente. La cantidad de radiactivo de cada mancha se midió con un contador de cente- 
lleo líquido Beckman L.S. 7000. 


RESULTADOS 


Toxicidad de los insecticidas. Para la detección y cuantificación de la apari- 
ción de resistencia en la cepa en estudio es imprescindible establecer valores de toxi- 
cidad como las CL50 a nivel de laboratorio. En este trabajo se intentó inicialmente 
verificar en laboratorio la resistencia al malatión en una cepa de Tribolium castaneum, 
presionada a campo (cepa M.L.). Para tal fin y comparativamente con una cepa sin 
historia previa de control químico (cepa U.L.P.) se midieron las CL50 del malatión, 
así como también las CL50 del pirimifosmetilo y fenitrotión, dos de los insecticidas 
fosforados más usados en la Argentina en control de plagas de granos almacenados 
(Anónimo, 1984). Con la misma metodología también se establecieron las CL50 de la 
deltametrina y fenotrín, dos de los insecticidas piretroideos recomendados por sus 
fabricantes para controlar plagas de granos almacenados (Anónimo, 1979, 1987). 

Un análisis de los valores de CL50 (Tabla D nos indica que la toxicidad de los 
insecticidas ensayados no fue la misma en las dos cepas de Tribolium castaneum en 
estudio. El cociente entre la CL50 de la cepa presionada con insecticida y la CL50 de 
la cepa de referencia no presionada, da cl factor de resistencia. Este parámetro cuan- 
tifica el grado de resistencia que ha alcanzado la cepa presionada y por lo tanto fue 
de interés determinarlo, teniendo en cuenta que la cepa M.L. recibió presiones de con- 
trol químico. Sobre la base de las CL50 descriptas en la Tabla I, se determinaron los 
valores de factor de resistencia de la cepa M.L. correspondientes (Tabla II). 


Efecto de sinergistas. Paralelamente a la determinación de las CL50 de la 
deltametrina en las cepas U.L.P. y M.L. se midió la CL50 de este insecticida acompa- 
ñado del sinergista P.B. El efecto sinergista surge de los resultados de la Tabla III. El 
factor de sinergismo (CL50 insecticida /CL50 insecticida + P.B.) fue de 14,7 en la U.L.P. 
y 14,4 en la M.L. 

Además del efecto del P.B. sobre la deltametrina, se estableció el efecto del T.P.P. 


sobre el malatión. El T.P.P. tiene reconocida importancia como sinergista del malatión 
(Bansode et al., 1981). 
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Tabla I. Toxicidad a distintos insecticidas en las cepas U.L.P. y M. L. de Tribolium 
castaneum (determinada según el método de la FAO modificado). 


CL 50 pg/cm? CL 95 ug /cm? 
Insecticida LEDS M.L.* UL E M.L.* 
Malatión 21,28 271,41 110,45 4.786,9 
(19,8-23) (218-336) 
Fenitrotión 0,38 2,68 30,63 15,89 
(0,10-1,46) (1,57-4,63) 
Pirimifos metilo 1,43 1,25 2,75 2,38 
(1,40-1,46) (1,21-1,27) 
Fenotrín > 1.300 > 1.300 — — 
Deltametrina 385,29 22,95 3.356,6 189,39 


(198,3-748,4) (20,55-25,64) 


* U.L.P. (Cepa susceptible) 
* M.L. (Cepa resistente) 


Tabla II. Factores de resistencia 


Insecticida Factor de resistencia* 
Malation 12,75 
Fenitrotion 7,00 
Pirimifos metilo 0,87 
Fenotrín = 
Deltametrina 0,06 
* Factor de resistencia CL50 R 

O = — 

Grado de resistencia CL50 5S 


Tabla II. Efecto de sinergistas 


Insecticida CL 50 g/cm? CL 95 pg/cm’ Factor de sinergismo* 


+ 
Sinergista UEP. M.L. U.L.P. M.L. U.L.P. M.L. 
Deltametrina 26,3 1,6 2827,5 4,2 14,7 14,4 
+ P.B. — (6,8-110,5) (1,51-1,68) 
Malation 17,3 7,9 29,8 15,42 1,2 34,4 
+ T.P.P. (17,3-18,8) (7,6-8,1) 


CL50 compuesto 
* Factor de sinergismo =  —_—_————— 
CL50 compuesto + sinergista 


Entre paréntesis, valores de intervalo de confianza. 
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En nuestro caso el T.P.P. mostró una actividad sinergista sobre el malatión muy 
distinta en las cepas U.L.P. y M.L. En la cepa susceptible prácticamente no se obser- 
vó sinergismo, siendo el factor de sinergismo 1,2; mientras que para la cepa M.L. el 
factor de sinergismo fue de 34,4. Para esta cepa las CL50 del malatión sinergizado 
por T.P.P. fue prácticamente la del malatión no sinergizado en la cepa susceptible. 


Metabolismo in vitro de “C malation. Para interpretar el fenómeno de resis- 
tencia en estudio fue de interés medir la degradación de '*C Mt mediada por 
carboxiesterasas in vitro. Para tal fin se utilizaron sobrenadantes de 10.000 g de 
homogenatos de insectos descabezados de Tribolium castaneum, provenientes de am- 
bas cepas. Se tuvo en cuenta que las carboxiesterasas pueden encontrarse tanto en la 
fracción soluble como en la fracción microsomal (Welling & Blaakmeer, 1971; Villar 
et al., 1983; Wood et al., 1985). 

La incubación de los homogenatos de Tribolium castaneum de ambas cepas con 
4C Mt dio lugar a distintos productos de degradación que fueron separados por T.L.C. 
El sistema de separación utilizado permite resolver productos de degradación por 
fosforotriesterasas y carboxiesterasas. En este último caso es posible discernir entre al 
y B monoacido y diácido derivados del malatión (Eto, 1974; Wilkinson, 1976). 


Tabla IV. Degradación in vitro de “C malatión en homogenatos de cepas de 
Tribolium castaneun. 


Porcentaje de radioactividad* 
Metabolito AAA AA Rp 
Control Ce ee eas Mpa 


Producto de fosforo- 
triesterasas y otros 


metabolitos polares 0,9 + 0,4 1,8 + 0,8 0,4 + 0,1 0 
Monoacido 0,6 + 0,3 10,9 + 2,0 15,8 + 2,0 Aes 0,57 
Malatión remanente 98,5 + 0,1 87,3 + 5,8 83,8 + 1,8 ~ 0,79 


* Los resultados son el promedio de 2 determinaciones independientes. 
** Placa delgada de silicagel - Solvente: acetona - acético (200:1). 
* A los valores obtenidos de productos de fósforo-triesterasas y monoácido no se 
les han descontado los respectivos controles. 


Los resultados correspondientes a la medición de actividad degradativa se re- 
sumen en la Tabla IV. La formación de productos de degradación de malatión por 
fosforotriesterasas y otros metabolitos polares, fue muy baja en ambas cepas. 


DISCUSION 


Un análisis de los resultados indica que la cepa M.L. ha desarrollado un impor- 
tante grado de resistencia al malatión y en menor medida al fenitrotión. Para el 
pirimifosmetilo no se observan diferencias significativas en la acción insecticida so- 
bre ambas cepas. 

Resultó sorprendente la muy baja toxicidad de los piretroides teniendo en cuenta 
las recomendaciones de uso de sus manufacturadores (Anónimo, 1979, 1987). Este 
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resultado puede ser explicado, al menos parcialmente, por lo adsorbible de este tipo 
de compuestos que se unen fuertemente al papel de filtro y su ya mencionada degra- 
dación por oxidasas de función mixta. La formulación de los mismos con 
coadyuvantes que actúan como desplazantes en sustratos adsorbentes y sinergistas 
como el P.B. debería resultar en un marcado incremento en la efectividad de estos 
piretroides. En forma inesperada se observa que la cepa M.L., no sólo no presenta 
resistencia cruzada a la deltametrina, sino que es más susceptible a este insecticida 
piretroide. Este interesante caso de correlación negativa registra pocos antecedentes 
en la literatura. Un perfil de correlación negativa similar al que se informa en Tabla 1 
fue publicado por Kurtak et al. (1986), en un simúlido transmisor de la onchocerciasis 
(Simulium damnosum), el cual desarrolló resistencia a compuestos fosforados (temephos 
y chlorphoxin), pero resultó más susceptible al piretroide permetrina (Kurtak et al., 
1986). En forma análoga, una cepa de arañuela roja (Tetranychus urticae) resistente al 
fosforado azinfos-metilo mostró susceptibilidad incrementada a insecticidas 
piretroideos (Chapman é Pennan, 1979). 

El alto valor de los factores de sinergismo con P.B. en ambas cepas de Tribolium 
castaneum sugieren una importante degradación de la deltametrina por oxidasas de 
función mixta, sistema enzimático inhibible por este sinergista (Wilkinson, 1982). 

La similitud de los factores de sinergismo en ambas cepas y la falta de resisten- 
cia cruzada a la deltametrina en la cepa M.L. sugieren que no hay una mayor activi- 
dad de oxidasas de función mixta en esta cepa resistente. 

La reversión del fenómeno de resistencia al malatión por T.P.P. ya fue observa- 
da en otras cepas de Tribolium castaneum (Dyte & Rowlands, 1967, 1968). Los resulta- 
dos sugieren que la resistencia al malatión observada en la cepa M.L. tendría como 
causa primordial una mayor actividad degradativa mediada por carboxiesterasas, la 
cual es revertida por tratamiento conjunto con un inhibidor de estas enzimas como 
es T.P.P. (Haliscka & Beeman 1983; Binns, 1986). Con el fin de confirmar esta hipóte- 
sis se llevaron a cabo los estudios in vitro de metabolismo de malatión con especial 
énfasis en la degradación de grupos carboxiester por una vía metabólica particular 
mediada por carboxiesterasas (Eto, 1974). 

Esta vía detoxificante ha sido reconocida como una causa específica de resis- 
tencia al malatión en numerosas especies de insectos: Musca domestica (Matsumura & 
Hogendijk, 1964; Welling € Blaakmeer, 1971), Drosophila melanogaster (Holdwerda & 
Morton, 1983) y Tribolium castaneum (Price, 1984). 

En el caso de Tribolium castaneum se ha encontrado resistencia específica al 
malatión y ésta ha sido atribuida a una más eficiente producción de metabolitos de 
carboxiesterasas (Dyte & Rowlands, 1968; Dyte & Blackman 1970). 

Los resultados que se resumen en la Tabla IV sugieren una pobre contribución 
de fosforotriesterasas en el metabolismo in vitro de malatión en Tribolium castaneum. 
Por lo tanto esta vía metabólica no puede ser considerada un factor de resistencia en 
la cepa M.L. En cambio la comparación de los porcentajes de degradación medidos 
en las cepas U.L.P. y M.L. indica una diferencia significativa (p < 0,05) entre ambas 
cepas en la formación de B monoácido, único producto detectado como metabolito 
de carboxiesterasas. El mismo fue identificado contra estándar frío y por valores de 
bibliografía de Rf (Welling et al., 1979). 

El hecho de que el æ monoácido estuviera por debajo del límite de detección en 
nuestras identificaciones de productos de detoxicación fue inesperado, teniendo en 
cuenta que el a monoácido es inestable a pH menor que 3 donde se isomeriza lenta- 
mente a B monoacido (Welling et al., 1979). La extracción de los metabolitos ácidos 
fue realizada inmediatamente después de acidificada la fracción acuosa. Por lo tanto 
la formación de B monoácido como único metabolito de carboxiesterasas en ambas 
cepas de Tribolium castaneum no puede ser explicada como un artefacto experimen- 
tal. 
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En general se ha informado que la hidrólisis enzimática de los grupos 
carboxiéster del malatión da lugar a mezclas variables de œ y B monoácidos según la 
especie de que se trate (Welling et al., 1979; Holdwerda & Morton, 1983; Wood et al., 
1985). Si bien el diácido ha sido considerado un posible metabolito del malatión pro- 
ducido por carboxiesterasas, muy pocas veces ha sido informado como tal, y no que- 
da claro si se trata de un producto enzimático o de un artefacto formado durante el 
aislamiento de los metabolitos (Dauterman, 1976). 

En el caso de Tribolium castaneum se ha informado la degradación de malatión 
a monoácido (Price, 1984; Dyte & Rowlands, 1968; Dyte & Blackman, 1970) o tam- 
bién a diácido (Dyte & Rowlands, 1968). En estos trabajos se informa la cantidad to- 
tal de monoácidos sin identificar los isómeros o y B. 

La cepa resistente M.L. mostró tener una actividad de carboxiesterasas capaz 
de degradar 1,44 veces más al malatión que la cepa susceptible en nuestras condicio- 
nes experimentales (Tabla IV). Estos resultados de metabolismo y la reversión del 
fenómeno de resistencia por el inhibidor de carboxiesterasas T.P.P. avalan la hipóte- 
sis de que la degradación del malatión mediada por carboxiesterasas, es un factor re- 
levante del fenómeno de resistencia en la cepa M.L. como se observara para otras 
especies resistentes al malatión (Matsumura & Hogendijk, 1964; Welling & Blaakmcer, 
1971; Holdwerda & Morton, 1983); y otros casos del fenómeno de resistencia tadas 
dos en Tribolium castaneum (Dyte & Rowlands, 1968; Dyte & Blackman, 1970; Price, 
1984). 
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